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に、ホウ素化合物の投与と組み合わせた中性子線捕捉療法 (boron neutron capture therapy; 
BNCT) が最近よく研究されている。熱中性子と呼ばれる停止直前の中性子はホウ素原子 




























る[15,16]、 (b) 腫瘍の低酸素症 (hypoxia) を緩和し、酸素効果、あるいは疑似 (mimetic) 


















効果の起こる確率は、ターゲット原子の原子番号を Z、入射 X 線のエネルギーを E とする
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    式(1) 













𝐺2(τ) = 1 + β|𝐺1(𝜏)|




𝐺2(τ) = exp⁡(−Γ𝜏)     式(3) 
Γは並進拡散係数 D を用いて次のように表される。 








     式(5) 
ここで q は散乱ベクトル、n0 は液体の屈折率、λ0 はレーザー光の波長である。得られた































(2)干渉波が波長 λ の単色光で表される場合、光路差が nλ (n=0, 1, 2, ) (同位相)のとき強度
が最大になり、この他の光路差では位相がずれるため互いに弱め合い、(n+1/2) λ (逆位相)
 12 
のとき強度が最小になるので正弦波を得る。波長 λ1 と λ2 の二色光では、光路差によって
波長のずれが生じ、両波長の合成波はランダムになる。連続光の場合、光路差 0 のときは
入射光の強度を示すが、光路差が大きくなると波の高さが減少して直線状になる。 













数 v で振動する電気双極子 μ の大きさは、電気ベクトルの大きさと分極率との積に等し
い。分極率とは電場による分子のゆがみを表し、振動の際の体積変化の有無と見なせる、
その分子に固有の量である。一方、この分子を構成している原子間の振動数を vi (i=1～n) 
とすると、その振動に伴って分子の電子配置も振動数 v、で周期的に変化している。分極
率は分子中の電子に依存する量であるから、分極率にも振動数 vi の変化が起こることにな
る。上記の 2 点から、固有振動数 vi の分子が v の単色光で励起され分子内の電子が強制振

























 電子は、電荷-e=-1.6022 x 10^-19 [C]、静止質量 m=9.1095 x 10^-31 [kg]を持つ
素粒子である。空間に孤立した電子が一個ある状態を考えると、電子は空間に広がりを持
ち、全体として-e の電荷を持つ。そしてある軸の周りに自転運動している。そのために電




≡ 𝜇𝐵     式(6) 
ここで、µB はボーア磁子と呼ばれる磁気モーメントの単位素量である。e,m,ℏ（プランク














大きさは 1/2 の大きさである。このような自由度を演算子 S というベクトルに書き直す。
これをスピン演算子、あるいはスピンと定義する。すると電子の磁気モーメントは式(9)の
ように方向の自由度を含めた量として表現できる。 
𝜇𝑒 = −𝜇𝐵𝑆     式(8) 
原子内に 2 個以上の電子が存在すると、それぞれのスピンの合成によって合成スピン S が
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できあがる。例えば 2 個あると、S=1 と S=0 の状態ができる。それぞれに磁場がかかる
と、前者は ms=1,0,-1、後者は ms=0 と表される。式(8)にそれぞれの ms を代入して E を













に g=ge+Δg を用いる。ここで ge とは、孤立電子の場合に相対論的補正が加えられた時の
値で、ge=2.002316 のような半端な数となる。また、Δg は不対電子の軌道運動、他の電
子からの影響などをすべて含んでいる。このような一般的な g を用いて書き直すと、 
ℏ𝜈 = 𝑔𝜇𝐵𝐻0     式(10) 






















𝐸𝑘𝑖𝑛 = ℏ𝜈 − 𝐸𝐵 − 𝜙    式(11) 
ここで Ekin は光電子の運動エネルギー、ℏνは入ってきた X 線のエネルギー、EB は内殻
電子の束縛エネルギー、φは仕事関数である。吸収端は、内殻電子の準位により、K 吸
収端、L 吸収端、M 吸収端と分類され、それぞれ主量子数 1, 2, 3 に対応する。主量子数
には、方位量子数が異なる副殻が存在し、方位量子数の違いに応じて、いくつかの吸収
端が表れる。さらに、軌道－スピン相互作用により、0 以外の方位量子数 L は、全角運動
量 J の異なる２つの準位に分裂する。すなわち、2p（方位量子数 L=1）はスピン量子数
（s=1/2）により、全角運動量 3/2（＝方位量子数 L(1)+スピン量子数 s(1/2)）と全角運動
量 1/2（＝方位量子数 L(1)-スピン量子数 s(1/2)）の二つに分裂する。このため、L 吸収端
には、2s, 2p1/2 と 2p3/2 の３つの吸収端が表れる。この３つの吸収端のことをそれぞれ LI, 
LII, LIII 吸収端と呼ぶ。M 吸収端（主量子数 3）にも同様に 3s, 3p1/2, 3p3/2, 3d3/2, 3d5/2 の 5
つの吸収端が表れ、それぞれ MI, MII, MIII,MIV, MV 吸収端と呼ぶ。原子番号が大きくなるに
従い、それぞれ同じ主量子数に属する吸収端のエネルギー分裂が大きくなる。吸収端よ
り高いエネルギーでは、吸光度 µt（＝ln(I0/I)）が単調に減少するだけでなく、微細構造
が表れる。これが XAFS である。XAFS は吸収端からのエネルギー差により２つの領域に
分けられる。吸収端前後から 40eV 付近までに現れる微細構造を XANES または NEXAFS

























    式(12) 






+𝜙) = sin(2𝑘𝑟 + 𝜙)   式(13) 
と書くことができる。ここで、波数 k=2π/λを導入した。波数の意味は単位長さにある
山の数である。干渉の結果、吸収確率は式(13)に比例して変化する。また、同じ距離に








    式(14) 
の関係がある。ここで、ℏ＝h/2π, h はプランク定数、m は電子の質量である。Ekin は、
光のエネルギーと式(11)の関係にあるから、光のエネルギーを変化させると、光電子の
波数が変化して、スペクトルに式(13)で与えられる微細構造が表れる。EXAFS の振幅の














𝑖 sin(2𝑘𝑖𝑟𝑖 + 𝜙𝑖(𝑘𝑖)) 式(15) 
のように書くことができる。ここで、異なる結合距離ごとにまとめて、i という添字をつ
け、これを i 番目の配位圏と呼ぶ。また、Fi(k)は核配位圏が光電子を散乱する強さ（後










































































を経て酸化反応に関与する。一方、正孔 (h+)は表面に存在する吸着水や表面 OH 基を酸化
して、酸化力の高い・OH ヒドロキシラジカルを生成する。つまり、実際には放射線の細胞
毒性メカニズムのように、ROS が介在していると考えるのが自然である。 


























図 1  PAA-TiOx NPs の合成手順 
 
ポリアクリル酸修飾した過酸化チタンナノ粒子は、ヒト膵臓がん細胞株（MIAPaCa-2）ゼ




て二次電子や特性 X 線を副次的に生じ、連鎖的に増幅された ROS が細胞を傷害するという
作用機序であった。しかし、PAA-TiOx NPs は最も重い原子でも Ti であり、ほとんど X 線





















カプセル（BNC）と呼ばれる DDS キャリアを用いることもできる。BNC は B 型肝炎ウイ
ルス（HBV）の外皮タンパク質と脂質二重層から成る中空ナノ粒子であり、遺伝子組み換え
技術によって様々な組織に標的化した BNC を酵母に産生させることに成功している。そこ































NPs が in vivo, in vitro において生体に与える毒性評価、体内動態評価を行った。第三章で
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析を用いて PAA-TiOx NPs の物性評価を行った。具体的には DLS、FE-SEM、FT-IR、XAFS、
及び Raman 分光を用いた。また、PAA-TiOx NPs に放射線を照射した際に発生する hROS
の定量を、化学蛍光法、及び EPR スピントラッピング法を用いて定量した。結果として PAA-
TiOx NPs は PAA-TiO2 NPs と同じ性質を持っており、hROS の発生量もほぼ同等であっ
た。しかし、PAA-TiOx NPs は放射線を照射していない状態でも hROS を継続的に発生し
ていることを見出した。その原因として H2O2 の存在が疑われたため、限外ろ過を用いた更





PAA-TiO2 NPs は粒子内に吸着した H2O2 を腫瘍内の微小周囲環境に放出するこ
とで、低酸素症を緩和し放射線の治療効果を増幅する「放射線増感剤」としてはたらく。し
かし、その吸着・脱着プロファイルや、吸着の仕組みについてはよく調べられてこなかった。
そこで、H2O2 の脱着をモデル化して速度定数を求め、PAA-TiO2 NPs の放射線増感剤とし
ての性能を定量的に解析した。また、H2O2 を吸着した PAA-TiO2 NPs の XPS とラマン散
乱スペクトルを取得し、標準試料や過去の報告と比較しながら H2O2 の吸着モードについて
議論した。結果として H2O2 の吸着・脱着は原料である TiO2 NPs の性質であり、脱着速度
は粒子内 H2O2 濃度に一次で比例していた。PAA の修飾は吸着サイトを被覆し、H2O2 の吸
着量を少なく、脱着速度を上げる方向に働いた。PAA-TiO2 NPs に吸着した H2O2 の 42.2%
が不可逆吸着に与し、その多くはペルオキシドの形で存在していることが示唆された。 
第三章 
 PAA-TiOx NPs は H2O2 を周囲環境に徐放することで組織の放射線感受性を高め
ていることが示唆されている。まず、粒子の H2O2 放出がどれくらいの時間継続されるのか
を調べた結果、少なくとも 7 時間は放出を続けていた。次に、PAA-TiOx NPs と H2O2 が最
も効率よく放射線の細胞毒性を向上する濃度を、放射線増感係数（RE）を定義することで
評価した。それぞれ、膵臓がん細胞（BxPC3）に対して、1 mg/ml、200 µM で最も RE が
高かった。さらに、PAA-TiOx NPs は H2O2 を徐放していることから、この粒子が細胞内に
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取り込まれた際に細胞内の H2O2 濃度を上昇させるのではないかと考えた。その結果、PAA-
TiOx NPs を処理した細胞は洗浄しても H2O2 濃度が上昇しており、一方で過酸化水素水を
処理した細胞は洗浄後には H2O2 濃度は下がってしまっていた。最後に、PAA-TiOx NPs の
取り込みによって細胞内 H2O2 濃度が上昇した細胞に放射線照射を行ったところ、過酸化水
素水を処理して洗浄後の細胞よりも RE が高かった。以上から、PAA-TiOx NPs は細胞内に
取り込まれることで細胞内 H2O2 濃度を上昇させ、粒子が細胞内に留まることで浸透性の高
い H2O2 が細胞外に拡散してしまうことを防いでいることが示唆された。すなわち、PAA-
TiOx NPs は H2O2 の効率的な細胞デリバリーを成功していると結論付けられた。 
第四章 
 PAA-TiOx NPs を放射線増感剤として実用化するためには生体に与える毒性と体
内での挙動の解明が不可欠である。そこで、オスとメスの健常マウス、及びヒト膵臓がん担
がんマウスを用いて PAA-TiOx NPs の体内動態と急性毒性を評価した。マウスの種類と粒
子の導入、すべての条件において、体内に導入した PAA-TiOx NPs はその約半量が最終的
に肝臓に蓄積した。また、腫瘍へ局所注射した場合だけでなく静脈注射で全身へ導入した場















































がん細胞に行い、そこに光増感剤として PAA-TiO2 NP を共存させることで hROS を発生
し、がん細胞を効率的に死滅させることを in vitro およびヒト膵臓がんゼノグラフトマウス
系を用いて成功している[23]。TiO2 は光触媒として知られる。特にアナターゼ結晶構造を








PAA-TiOx NPs は放射線治療と併用すると顕著な併用治療効果を示すことが in vivo で示さ
れた[25]。 
TiO2 への H2O2 の処理はいくつかの報告でなされていて、表面構造の解析が行わ
れたり[26–28]、TiO2 より光触媒能が向上した[29–32]、あるいは励起光を必要とせず酸化
力を発揮した[33,34]とある。しかし、その形状、製法や処理も統一はされていないため、
我々の用いている素材に直接参照することは難しく、TiO2 と H2O2 系における表面反応の
体系的な解析は未だなされていない。 









PAA-TiOx NPs の合成 
 N,N-ジメチルホルムアミド(DMF; 和光純薬工業, 大阪, 日本)48.75 cm3 とポリア
クリル酸；PAA(和光純薬工業) 0.5 g の混合溶液に、約 30 wt%のアナターゼ型酸化チタン
(TiO2)懸濁液(STS-01; 石原産業, 大阪, 日本) 1.25 cm3 を添加し十分撹拌した。この混合液




薬工業)150 cm3 に添加し、遠心分離(5,000×g、10 min)を行い、上澄みを取り除いた。 
この洗浄後の粒子に 10 cm3 の蒸留水を加え分散させた後、30 wt% 過酸化水素(H2O2)(和光
純薬工業) 2.5 cm3 を添加した。これを VIVASPIN20 10,000 MWCO PES (Sartorius Stedim 
Biotech, Goettingen, ドイツ)を用いて限外濾過(5,000×g、20 min)を 5 回行い、余剰の H2O2
を除いた。限外濾過で得られた懸濁液を遠心分離(15,000 rpm,30 min)し、上澄みを除いて




合成した PAA-TiOx NPs は走査型電子顕微鏡 (SEM; JSM-5610LVS; JEOL, 東京, 
日本) を用いて観察した。PAA-TiOx NPs のコロイド分散液をスライドガラス上に滴下し、
80℃で乾燥させた。形成したフィルムをパウダー状にはがし、カーボンテープ状にマウント
した。サンプルは AUTO FINE COATER (JFC-1600; JEOL) を用いて白金パラジウムを 10 
mA、30 秒の条件でコートした。観察には LEI モードを使用し、加速電圧は 7 kV、電流は
10µA であった。粒径測定には動的光散乱法 (DLS)を用いた。Zetasizer nano ZS (Malvern 





BTC111-RAMAN-785)を用いて行なった。785 nm 単色光のレーザーを試料に 3-50 秒間照
射し、試料からの散乱光を分光・検出し、横軸にラマンシフト、縦軸に散乱強度をプロット
することでラマンスペクトルを得た。化学組成・結晶構造既知の標準試料として、酸化チタ
ン(TiO2)の Anatase と Rutile 型粉末試薬を用いた。また、実試料として、STS01、TiOx NPs、
PAA-TiOx NPs の懸濁液を凍結乾燥させた粉末試料を用いた。粉末飼料は乳鉢で粉砕した




Ti K-edge XAFS スペクトル測定は、高エネルギー加速器研究機構放射光実験施設
(Photon factory)の BL-9A および BL-9C において蛍光モードで行った。 2.5 GeV 蓄積光源
からのシンクロトロン放射光は Si(111)2 結晶モノクロメータで単色化し、スリットで 0.5 x 
2.0 mm2 に成形し試料に照射した。Ti K-吸収端 4966 eV 近傍、4559-5944 eV の範囲を走
査しながら、QXAFS 測定モードで試料に X 線を入射し、入射 X 線強度をイオンチャンバ
ーで、試料からの蛍光 X 線強度を Lytle 型検出器を用いて検出し、横軸に入射 X 線のエネ
ルギー、縦軸に入射 X 線強度で規格化した蛍光 X 線強度をプロットすることで、Ti K-edge 
XAFS スペクトルを得た。また、高次光を除去するために、BL-9A での測定においては, Rh-
Ni 高次光除去ミラーを使用した。化学組成・結晶構造既知の標準試料として、酸化チタン
(TiO2)の Anatase と Rutile 型粉末試薬を用いた。また、実試料として、STS-01、TiOx NPs、
PAA-TiOx NPs の懸濁液を測定に用いた。すべての試料について放射線照射の影響を調べ
るために、さらに 16 Gy の放射線照射を施したものも用意し、比較検討を行った。試料調
製は、粉末試料に対しては、乳鉢で粉砕したのち、粘着テープの粘着面に薄く塗布し、液体
試料については、そのまま、30 m 厚みのポリエチレン袋に封入して測定に用いた。XAFS








末試料を KBr 錠剤成型したものを用いた。スパーテル 1 杯分の粉末試料と粉砕した KBr 0.2 
g を乳鉢で混合し、10 mm の錠剤成型器(JASCO)に充填した後、真空ポンプで空気を抜き
ながら油圧加圧器(RIKEN)で 40 MPa の圧力を 10 分間かけることで錠剤成形を行った。 
 
ナノ粒子分散液中の ROS 定量 
（化学蛍光法） 
終濃度 25 µM の Aminophenil fluorescein (APF)(積水メディカル, 東京, 日本)を 5mg/ml
の粒子と 96 ウェルプレート内で混合した。サンプルに TR-01 (Techno-X, 大阪, 日本)を用
いて 0.60 Gy/min, 80 kVp, 1 mA の条件で X 線照射し、生じたフルオレセインの蛍光をプレ
ートリーダ(ARVO SX 1420 MULTILABEL COUNTER; PerkinElmer, Inc., Waltham, マサ




終濃度 1.345 M の 5, 5-ジメチル-1-ピロリンオキシド (DMPO)を粒子分散液 10mg/ml と
混合し、直ちに X 線照射を行った。サンプルをチューブから水溶液用 EPR 試料管に移し、
照射終了から 7 分後に X バンド EPR 装置(JES-TE-300; JEOL, 東京, 日本)を用いて測定し
た。測定条件は以下のようであった: sweep range, 331.5-341.5 mT; amplitude, 320; sweep 
time, 1 min; time constant, 0.1 sec; microwave frequency, 9.448 GHz; power, 3 mW; 
modulation width, 0.2 mT. 測定は暗所で 3 度繰り返した。DMPO の半減期は事前の実験に
より 41.3 min と算出された。これより、スピン数は以下の式で求められた：N=0.152 x X. 
ここで、N [nmol]はスピン数、X はシグナルの二重積分を Mn マーカーの二重積分の値で
割 っ た 数 で あ る 。 以 上 の ス ピ ン 数 の 校 正 は 標 準 物 質 と し て TEMPOL(Santa Cruz 
Biotechnology, Dallas, テキサス州)を用いて行った。 
 
過酸化水素の電気化学的定量 
8ml の KCl 水溶液(0.1M)で反応槽を満たし、ポテンシオスタット（electrochemical 
analyzer (HSV-100; 北斗電工, 東京, 日本）)を用いて 800mV を印加して撹拌しながらクロ
ノアンペロメトリーを行った。作用電極、対極には１㎠の研磨したプラチナ板を、参照極に
は Ag/AgCl 電極を用いた。電流測定開始から 400 秒時に PAA-TiOx NPs 分散液 (1 mg/ml) 
(終濃度 0.074mg/ml)または KCl バッファーを 320µl, または H2O2 水溶液(1 mM)を 40 µl 
(終濃度 5nM)添加した。またその後、600 秒時にカタラーゼ(1mg/ml, 320µl)(ナカライテス
ク, 京都, 日本)を添加して 800 秒まで観察を行った。 
 
過酸化水素の酵素⁻化学蛍光系を用いた定量 
過酸化水素の濃度定量は Hydrogen Peroxide Fluorometric Detection Kit (Enzo Life 
Sciences, Inc. ,Farmingdale, New York, US)を用いて行った。PAA-TiOx NPs, PAA-TiO2 NPs, 
0.05 mg/ml と検出液を 50µl ずつ 96well プレート内で混合し、生じたレゾルフィンの蛍光
をプレートリーダで測定した(Ex: 490 nm / Em: 572 nm)。検量線は H2O2 で 0～10 µM の範




まず、①粒子分散液全体の過酸化水素濃度測定を行い、②次に Amicon Ultra 10 kDa 
(MerkMillipore, Burlington, マサチューセッツ州)を用いて限外ろ過し、③得られたろ過液
の過酸化水素濃度測定を行った。④さらにフィルター上に残った粒子に水を加えて元の濃




PAA-TiOx NPs の物性評価 
TiO2 NPs の表面に水熱処理で PAA を修飾することで PAA-TiO2 NPs を得、さら
に過酸化水素で処理して PAA-TiOx NPs を得た。TiO2 NPs は中性溶液中で分散できず沈殿
するが、PAA を修飾した粒子は PBS に分散できるようになった。 
合成した粒子の微視的物性を調べるために、いくつかの機器分析を行った。TiO2 
NPs, PAA-TiO2 NPs, PAA-TiOx NPs について DLS で粒径を調べた結果を Fig.1A, ゼータ
ポテンシャルを調べた結果を Fig.1B に示す。PAA-TiOx NPs の原料である TiO2 NPs は硝
酸酸性中で分散しており、その粒径は 75±27 nm。水酸化ナトリウムで中和して中性にす
ると、凝集が見られて動的粒径が大きくなった。表面を PAA 修飾した PAA-TiO2 NPs, PAA-
TiOx NPs はそれぞれ、135±65, 125±65 nm となり、元の TiO2 NPs よりも少し大きな直
径となった。 
それぞれの粒子のゼータポテンシャルも測定した。PAA 未修飾の粒子はほぼ中性
に近いカチオニック粒子で、PAA を修飾すると PAA のカルボキシル基の影響で大きくア
ニオニックになる。PAA 修飾粒子が中性の塩溶液中で良好な分散性を示すのはこの大きな
表面電荷によると考えられる。 
PAA 未修飾粒子と修飾粒子の代表として TiO2 NPs と PAA-TiOx NPs の SEM 像
を Fig. 1-1C に示す。過酸化水素処理、PAA 修飾いずれによっても、大きな形態変化は見ら
れなかった。どの粒子も、数 nm の一次粒子が数十 nm の凝集体を形成し粒子として振舞っ
ている様子が見られた。PAA 修飾粒子については、未修飾のものに比べると、若干大きな






Figure 1-1. Characterization of PAA-TiOx NPs. (A) particle size and (B) zeta potential 
distribution measured by dynamic light scattering. The topological images of (C) TiO2 NPs 
and (D) PAA-TiOx NPs as observed by scanning electron microscopy. 
 
粒子の過酸化水素処理の有無、PAA 修飾の有無によって表面官能基の変化を調べ
るため、FT-IR による分析を行った。過酸化水素処理によって FT-IR 吸収スペクトルに変
化は見られなかった。一方、PAA 修飾を行った粒子には、原料の粒子スペクトルに加えて
PAA のスペクトルが見られたため、PAA の存在が確認された (Fig. 1-1E)。 
各粒子の微視的な結晶構造を調べるため、XAFS による解析を行った。原料である





Figure 1-1. Characterization of PAA-TiOx NPs. (E) FT-IR spectra of each titanium oxide 
particle. Absorption peaks derived from PAA are indicated by arrows. 
 
 
Figure 1-1. Characterization of PAA-TiOx NPs. (F) XAFS spectra and (G) Raman spectra of 
titanium oxide particles. 
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X 線照射時にナノ粒子分散液中に生じる ROS の定量 
我々の以前の研究で、PAA-TiO2 NPs は UV 照射によって ROS を生成し細胞毒性
を発揮することを示した[23]。In vivo で放射線増感作用を持つ PAA-TiOx NPs も同様に放
射線と相互作用し ROS を生成し、抗腫瘍効果の原因となっているのではないかと考えた。
そこで、この仮説に基づき、放射線を粒子分散液に照射し発生した hROS を APF と反応さ
せ、生じたフルオレセインの蛍光を測定することで検出、定量した。APF は OH ラジカル
に代表される hROS と特異的に反応して蛍光物質を生じる。その結果、PAA-TiO2 NPs, 
PAA-TiOx NPs 分散液中で発生する hROS の量は純水中とほとんど変わらなかった (Fig. 
1-2A)。 
さらに、hROS の一種である OH ラジカルを DMPO にトラップさせ、DMPO-OH
アダクトの量を EPR で測定することで、OH ラジカルの量を調べた (Fig. 1-2B)。OH ラジ
カルはその寿命の短さから EPR による直接測定が難しいため、DMPO を用いたトラッピ
ング法により生じた DMPO-OH アダクトの定量をもって OH ラジカルの発生量を推定す
ることが一般的である。その結果、PAA-TiOx NPs 分散液は X 線未照射でも DMPO-OH を
生成しており、PAA-TiO2 NPs や純水中に比べて、X 線照射時間を増やしてもラジカル量が
あまり増えなかった。 
以上 2 つの手法によって X 線照射時に PAA-TiOx NPs 分散液中に生じる hROS 量
を調べたが、純水に対して照射を行った場合と有意な差はなかった。しかし一方で、PAA-
TiOx NPs が X 線照射をせずとも自発的に hROS を発生していることを発見した。そこで、
PAA-TiOx NPs から発生している hROS の定量も行った。 
 
 
Figure 1-2. hROS detection from PAA-TiO2 NPs and PAA-TiOx NPs dispersions with X-ray 
irradiation using (A) chemiluminescence method and (B) EPR spin-trapping method. In both 
experiments, each data was subtracted by unirradiated values as a control. Data represent the 
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mean ± STDEV derived from three individual experiments.  
 
ナノ粒子分散液中で自発的に生じる ROS の定量 
 X 線、ならびに可視光を遮光した暗所条件において、PAA-TiOx NPs 分散液中に生
じる hROS を化学蛍光法と EPR スピントラッピング法で定量した。その結果、APF を用い
た化学蛍光法では PAA-TiOx NPs からは PAA-TiO2 NPs より多くの hROS が観測された 
(Fig. 1-3A)。また、EPR スピントラッピング法によっても PAA-TiOx NPs、PAA-TiO2 NPs
から同様の割合で OH ラジカルが観測された (Fig. 1-3B)。 
 
 
Figure 1-3. Spontaneously produced radicals in PAA-TiO2 NPs and PAA-TiOx NPs 
dispersions were detected WITHOUT X-ray irradiation and any lights, using (A) 
chemiluminescence method and (B) EPR spin-trapping method. Data represent the mean 
values after 15 min from mixed with detection probes, with the values of DW subtracted as 




の方法においても OH ラジカルが検出される。この OH ラジカルの由来について、H2O2 の
存在する系では DMPO-O アダクトが生成することが知られている。そこで、PAA-TiOx 
NPs の合成時に添加した過酸化水素は理論上十分に洗浄されているはずだが、分散液中に
H2O2 が残留している可能性を考え、電気化学的に過酸化水素の検出を試みた。 
PAA-TiOx NPs 分散液に電圧を印加すると、H2O2 の酸化電流が観測された (Fig. 
1-4A)。また、その後カタラーゼを反応槽に添加すると、過酸化水素の分解と共に酸化電流
の低下がリアルタイムに観察された。さらに、X 線照射によって過酸化水素濃度の変化が見
られるか観察した。観測開始から 600 秒に X 線照射を開始し、800 秒に終了したが、過酸
化水素濃度に変化はない、あるいは微増した (Fig. 1-4B)。 
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Figure 1-4. H2O2 detection from PAA-TiOx NPs dispersions using electrochemical analyses 
(chronoamperometry). (A) The sample solutions were injected to the detection system at 400 
s and Catalase solution were injected at 600 s. (B) PAA-TiOx NPs dispersion was injected at 










Figure 1-S1. The time course of a reaction with H2O2 that was applied to the enzyme-linked  
chemiluminescence assay. The H2O2 molecule solution reacted with the enzymes much faster 
than the PAA-TiOx NPs dispersion. 
 
 
Figure 1-5. H2O2 detection from PAA-TiO2 and PAA-TiOx NPs dispersions using enzyme-
linked chemiluminescence assay. The remarkably slow reaction velocity of enzymes with 
PAA-TiOx NPs dispersion was observed. 
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Figure 1-6. Determining the distribution of H2O2 in PAA-TiOx NPs dispersions and 






今回我々が合成した PAA-TiOx NPs の原料である TiO2 NPs は等電点が中性付近
であり、本来では塩溶液中はおろか、純水中ですら分散できない。しかし、TiO2 NPs 表面




機器分析による構造解析の結果から、PAA-TiOx NPs は TiO2 NPs と同じアナター




我々は以前に PAA-TiOx NPs が放射線増感効果を持つことを示した。そこで、PAA-
TiOx NPs から生じる hROS の量を放射線照射がある場合、ない場合において定量した。し
かし、化学蛍光法と EPR スピントラッピング法を用いた実験から、PAA-TiOx NPs は X 線
を照射しても X 線の効果を増幅して hROS の量を増やすことはなかった (Fig. 1-1-2)。こ
れは非常に意外な事実である。なぜなら、我々の以前の報告では PAA-TiO2 NPs と UV を
併用した場合にも OH ラジカルが検出されているし、多くの放射線増感治療で hROS の生
成が作用機序として謳われているためだ。 










あるいは、PAA-TiOx NPs 表面に修飾している PAA が過酸化されることで H2O2 放出に寄
与している可能性がある。有機過酸と過酸化水素は平衡状態にあるため、過酸化 PAA が分
解を伴って H2O2 濃度が低い分散液相に H2O2 を放出することが考えられる。しかし、PAA
を修飾していない TiO2 NPs でも過酸化水素の吸収と放出が見られるため、過酸の寄与はあ
ったとしてもそれほど重要ではないようだ(data not shown)。ただし、H2O2 を処理した TiO2
表面は TiOOH マトリックスを形成しているとの報告もある[36]ため、TiOOH 基が有機過
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酸と同様に過酸化水素と平衡関係にあり、H2O2 放出のキーとして働いている可能性はある。









これから in vivo において、過酸化水素単体を用いた放射線増感治療との比較を行っていか




在は腫瘍への局所注射を用いた粒子の導入をしているが、TiO2 NPs の表面に修飾した PAA
の持つカルボキシル基を介して任意の標的分子―抗体のような―を修飾できるため、患部
上流からの静脈注射によって腫瘍内に PAA-TiOx NPs を蓄積することも考えられる「」。 
結論として、本研究では PAA-TiOx NPs の持つ放射線増感効果の作用機序が PAA-
TiO2 NPs 表面に吸着した過酸化水素であることが示唆された。PAA-TiOx NPs は腫瘍内で
安定した過酸化水素供給体として働くことで、放射線治療と併用することで有望な放射線
増感治療の開発が期待される。今後はさらに実用化に向け、in vivo で PAA-TiOx NPs が生
体に与える毒性評価を行うほか、低酸素培養を用いて低酸素腫瘍内環境を再現することで
in vitro において PAA-TiOx NPs の放射線増感効果を再現したい。 
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 酸化チタン表面に H2O2 蒸気を吸着させた場合、その後サンプルを加熱しても気固
界面から再び H2O2 が遊離してくることはなく、式(2-1)に従って、吸着した H2O2n の 1/2
等量にあたる O2 が遊離することが知られている。 
H2O2 → H2O +⁡
1
2
O2⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡(式 2 − 1） 
しかし、我々の合成した PAA-TiOx NPs はあらかじめ担持した過酸化水素を生体内の周囲
環境に徐放することができ、腫瘍への局所投与と放射線照射を併用することで顕著な放射












ノ粒子（TiO2 NPs）の硝酸酸性溶液分散液（STS-01）をポリアクリル酸 5000(PAA; 和研
純薬, 大阪, 日本)と混合し、水熱処理を行うことで粒子表面に PAA を修飾した。これを
PAA-TiO2 NPs とする。また、TiO2 NPs と PAA-TiO2 NPs に H2O2 水溶液（ナカライテス
ク, 京都, 日本）を加えることで得られる黄色い分散液を PAA-TiOx NPs と呼ぶことにす
る。 
 標準試料として、アナターゼ型二酸化チタン（純度 99.6%）とルチル型二酸化チタ




SEM（Scanning electron microscope）観察 




 すべての溶液中の H2O2 濃度は Hydrogen Peroxide Fluorometric Detection Kit 
(Enzo Life Sciences, Farmingdale, ニューヨーク州)を用いて説明書に従い定量した。蛍光測
定には Multi-label plate reader (Wallac 1420 ARVOsx; Parkin Elmer, マサチューセッツ州)
を用いた（Ex: 490 nm/Em: 572 nm）。 
 
H2O2 吸着実験 
 TiO2 NPs 分散液または PAA-TiO2 NPs 分散液と、過酸化水素水を 50ml コニカル
チューブ内で混合し、電動ローテーターを用いて室温、約 20rpm で継続的に混合した。混
合液は経時的にサンプリングし、3 kDa カットオフ限外ろ過フィルター（MerkMillipore, 
Burlington, マサチューセッツ州）を用いて 12000 rpm, 5 min の条件で限外ろ過した。その
後、ろ液に残留している H2O2 濃度を定量した。 
 
H2O2 放出実験 
 孔径 50Åのセルロース透析チューブ（Viskase Companies, イリノイ州）にサンプ
ルを 1ml 入れ、クリップで密閉した。これを、PBS200ml を入れたバッフル付き 300ml 三
角フラスコに投入し、シェーカーで 120rpm, 37℃で回転振盪した。透析液を経時的に 200 
µl ずつサンプリングし、H2O2 濃度を定量した。 
 
XPS（X 線光電子分光スペクトル）測定 
 二酸化チタンサンプルの Ti に対して H2O2 がモル比で 10 倍となるように過酸化
水素水を加え、その分散液を室温で一晩乾燥した。サンプルはカーボンテープにマウントし、
HI X-tool（アルバック・ファイ, 神奈川, 日本）を用いて XPS 測定した。X 線源は Al の K
α線を用いた。取得した酸素の 1s 軌道由来のスペクトルは、ピークトップ 529-530 eV の













 合成した TiO2、PAA-TiO2 と、標準試料の Anatase、Rutile を SEM を用いて形態




表面を持ち一次粒子が 100-200 nm であった（Fig. 1C）。Rutile はやはり表面が滑らかで、
200 nm - 1 µm と最も大きな粒径を持っていた。 
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Fig. 2-1  Morphological observation of (A) TiO2 NPs, (B) PAA-TiO2 NPs, (C) Anatase and 
(D) Rutile with FE-SEM. Large variety of particle size and morphology between the samples 
can be conceived. 
 
H2O2吸着・放出プロファイル 
 これまでの研究で TiO2 NPs および PAA-TiO2 NPs は過酸化水素水を処理するこ
とで H2O2 を吸着し、周囲に H2O2 のない環境に移されると吸着した H2O2 を徐放すること
が見出されている。そこで、これらの NPs に吸着、脱着する H2O2 量を定量した。TiO2 NPs
または PAA-TiO2 NPs と過酸化水素水をそれぞれ終濃度 1 mg/ml, 1000 µM となるように
混合し、継続的に攪拌しながら粒子に吸着する H2O2 量を測定した。対照として、粒子を含
まない群と、H2O2 を含まない群についても同様の操作を行った。その結果、PAA 修飾の有
無によって吸着速度は大きく変わらず、最終的に粒子に吸着した H2O2 量は TiO2 NPs と
PAA-TiO2 NPs ではそれぞれ、477, 385 µmol/g と算出された（Fig. 2-2）。 
 次に、H2O2 を吸着させたこれらのナノ粒子分散液、および粒子を含まず H2O2 の
みを含む対照サンプルを透析チューブに 1 ml ずつ密封し、200 ml のバッファー中で透析し
た。そして、透析液に放出されてきた H2O2 濃度を経時的に測定した。ナノ粒子は透析膜を
通過できないため、透析液には、分散液相中に遊離していた H2O2 と粒子表面から脱着した
H2O2 が放出されてくる。その結果、過酸化水素水のみを含む透析チューブからは 30 分で
全ての H2O2 が透過してきたのに対し、H2O2 を吸着した TiO2 NPs, PAA-TiO2 NPs 分散液
からは 6 時間後まで H2O2 の放出が続き定常に達した（Fig. 2-3）。すなわち、粒子表面から
の H2O2 の脱着が 6 時間続いたことになる。さらに興味深いことには、粒子表面に吸着され
た H2O2 は全てが脱着してくることはなかった。H2O2 を吸着した TiO2 NPs 分散液と PAA-
TiO2 NPs 分散液からはそれぞれ、564, 838 µmol/g の H2O2 が透析液に放出された。すなわ




Fig. 2-2  Adsorbed H2O2 concentration on titanium dioxide NPs when NPs and H2O2 were 
mixed in 1 mg/ml and 1000 µM, respectively. Data represent the mean ± STDEV derived 
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Fig. 2-3  Total H2O2 concentration diffused from dialysis tube filled with the NPs dispersions 
which had adsorbed H2O2 in previous experiment (Fig. 2-2). The terminal concentration 
contained both H2O2 molecules that desorbed from NPs’ surface and that were free in a liquid 




 TiO2 NPs と PAA-TiO2 NPs の H2O2 脱着特性を評価するために、Fig. 2-4 のよう
に H2O2 放出実験をモデル化した。ここで、Cp [µM]はナノ粒子内 H2O2 濃度、Cl [µM]は透
析チューブ内 H2O2 濃度、Cout [µM]は透析液内 H2O2 濃度である。ここで、ナノ粒子から透
析チューブ内への H2O2 流出速度 r1 [µM/s]が Cl と Cp の差に比例すると仮定すると、速度
定数を k1 として 
𝑟1 = 𝑘1(𝐶𝑙 − 𝐶𝑝)     式(2-2) 
また、同様に透析チューブ内から透析液への流出速度 r2 を定義し、透析液の H2O2 濃度が充
分小さいと仮定すると、 

















































      式(2-5) 
 
過酸化水素水のみを透析した場合の実験値を式(2-5)にあてはめて、k2=10.9 [1/s]と求まる。 
これと TiO2 NPs, PAA-TiO2 NPs の実験値から k1 のフィッティングを行うと、PAA-TiO2 
NPs の場合は Cp0=Cl0=615 [µM], k1=1.2 [1/s]のとき実験値とよく合致する（Fig. 2-5）。し
かし、TiO2 NPs の場合は k1 をどのようにとっても良いモデルとならない。そこで、Cp0 (Cl0)
を含めて実験値とフィッティングすると、Cp0=Cl0=190, [µM], k1=0.8 [1/s]のとき実験値と
よく合致した。モデル計算から得られた TiO2 NPs と PAA-TiO2 NPs についての H2O2 吸
着・脱着量、および、脱着速度定数を Table 2-1 に示した。 
 
 




Fig. 2-5  Model calculation and re-drawing for desorption of H2O2 from NPs. 
 
Table. 2-1  H2O2 concentrations adsorbed on and desorbed from NPs and desorption rate 













TiO2 NPs 810.0 374.2 435.8 0.8 




 表面に吸着した H2O2 を確認するために、二酸化チタン粉末に H2O2 処理をする前
と後で XPS 測定を行った。準備したサンプルのうち、シングルナノオーダーの一次粒子を
持つ TiO2 NPs と PAA-TiO2 NPs は H2O2 を処理すると直ちに特徴的な黄色を呈した。一
方、一次粒径が 100 nm 以上である Anatase, Rutile 粉末の分散液は H2O2 を加えても白色の
ままで、その後 Anatase について分散液を風乾したものは若干の乳白色を示した（Fig. 2-
6A）。取得した酸素 1s 軌道の XPS スペクトルは Ti(IV)との結合、ヒドロキシ基、および酸
素同士の単結合由来のピークに波形分離し(Fig. 2-6B,C)、各サンプルにおけるそれぞれの




NPs には分散材である硝酸イオンが吸着していると考えられ、実際に XPS 測定によって窒
素 1s 軌道周りのスペクトルが得られている。一方、TiO2 NPs を原料とした PAA-TiO2 NPs
からはほとんど窒素が検出されなかったが、O1s 軌道の結合エネルギーに関していうと硝
酸イオンにおける N-O 結合と水分子（H2O）の結合エネルギーがほぼ同じのため、PAA-
TiO2 にみられた 533 eV のピークは吸着水由来と考えられる。 
 
Fig. 2-6  XPS analyses of H2O2 modified titanium dioxide samples. (A) Only H2O2 modified 
titanium dioxide nanoparticles showed a characteristic yellow coloring. XPS spectrum for 1s 
orbital of oxygen varied from (B) pure titanium dioxide surface to (C) H2O2 modified surface 





同じサンプルについてラマン散乱スペクトルを取得した。TiO2 NPs に見られる 1047 cm-1
の鋭いピークは、表面に吸着している分散媒の硝酸イオンである。PAA-TiO2 NPs では PAA
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修飾の過程でかなり失われている（Fig. 2-7A）。遊離の H2O2 は 875 cm-1 にピークが見られ
るが[22]、TiO2 NPs と PAA 由来のバンドに埋もれて確認しづらい。一方で、Anatase に
H2O2 を処理した場合は表面に吸着した H2O2 が明確に確認できた(Fig. 2-7B)。このピーク
は、真空でしばらく乾燥すると失われた。注目したいのは、TiO2 NPs, PAA-TiO2 NPs, 
Anatase ともに H2O2 処理をすると現れる 845 - 850 cm-1 と、TiO2 NPs, PAA-TiO2 NPs の
みに現れる 1002 cm-1 のピークである（Fig. 2-7A）。前者は酸化チタン結晶間の Ti4+に配位
結合した O22-と考えられるが[23]、後者のピークはこれまでに報告されていない。 
 
Fig. 2-7  Raman spectra of (A) TiO2 and PAA-TiO2 NPs, and (B) purely manufactured 
Anatase and Rutile titanium dioxide powders, with or without an H2O2 modification. 
 
2-4. 考察 
我々はこれまで、TiO2 NPs を原料として表面に PAA を修飾した PAA-TiO2 NPs
を作製し、ここに約 2 M の H2O2 を処理することで PAA-TiOx NPs を合成してきた。しか
し、PAA-TiOx NPs が粒子のどこに、どれだけの H2O2 を吸着、放出し得るのか、また、そ
の速度についてもわかっていなかった。結局、H2O2 は PAA を修飾していない TiO2 NPs の
表面にも吸着・脱着でき、その量は PAA-TiO2 NPs よりも多かった。まず、NPs に対する
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H2O2 の吸着は非常に長時間続いた。PAA-TiO2 NPs の場合は 72 h 後には定常に達したが、
TiO2 NPs はその後も H2O2 の吸着が続いた。H2O2 が TiO2 NPs に吸着する速度がこれほど
遅くなったのは、予想以上に TiO2 NPs に吸着する H2O2 量が多く、分散液相中の H2O2 分
圧が下がってしまったことが理由と考えられる。最終的にどれだけの H2O2 が吸着したかは
後の脱着モデル実験で明らかにした。H2O2 の吸着速度は、PAA-TiO2 NPs の吸着サイトが
飽和するまでどちらの NPs でも等しかった（Fig. 2-2）。つまりそれは、吸着が反応律速で
はなく拡散律速であることを表す。TiO2 NPs のメソポーラスな部分は PAA の修飾によっ
て埋まってしまい、PAA-TiO2 NPs の方は粒子内部に存在した吸着サイトに H2O2 がアプロ
ーチできず、吸着反応が早く終わってしまったと考えられる。よって、吸着反応にはより高
濃度の H2O2 を用いれば、もっと早く定常に達するはずである。 
H2O2 の脱着はいずれの粒子も 6 h でほぼ完了した（Fig. 2-3）。脱着プロファイル
はモデルを用いて解析した。粒子からの脱着速度は相対的 H2O2 濃度の一次モデルで表し、
また透析チューブからの流出速度も同様に濃度の一次モデルで表した[24]。このモデルを用
いることで、粒子表面からの H2O2 脱着速度定数、さらに粒子表面に吸着していた H2O2 濃
度を求められた（Fig. 2-5）。PAA-TiO2 NPs は TiO2 NPs の半分以下の H2O2 しか吸着でき
ていないことがわかった（Table 2-1）。 
吸着した H2O2 はそのすべてが脱着できるわけではなかった。具体的には、TiO2 
NPs に吸着した H2O2 の 53.8%, PAA-TiO2 NPs では 42.2%が不可逆的な吸着を起こした。
PAA 修飾によって H2O2 の総吸着量が半分以下になっているにもかかわらず、非可逆吸着
を起こす H2O2 分子の割合があまり変わらないため、粒子の外側と内側で吸着サイトの質は
同じと考えられる。あるいは、若干粒子の内側のサイトの方が不可逆吸着に与しやすいとい
える。不可逆吸着と可逆吸着の割合について、Klissurski らは可逆吸着の方が 10 倍多いと
結論付けているが、処理している H2O2 濃度が彼らの方が 330 倍高いので、単純には比べら
れないだろう[11]。 
 不可逆吸着した H2O2 はどのような状態で酸化チタン表面に結合しているのだろ
うか。その理解にはサンプルの呈する色も一つの助けとなる。TiO2 は Rutile 型結晶も
Anatase 型結晶も、Anatase 型ナノ粒子である TiO2 NPs も全て白色である。また、PAA を
表面修飾した PAA-TiO2 NPs も白色をしている。しかし、TiO2 NPs あるいは PAA-TiO2 
NPs に過酸化水素を処理すると鮮明な黄色を呈する（Fig. 2-6A）。これは古くから溶液中に
Ti イオンが含まれるかどうかを調べるために H2O2 を加え、黄色の呈色を見る反応に似て













の報告で酸化チタン表面に H2O2 を処理した際に存在が確認されている分子種である O2-・
（1075 - 1195 cm-1）を確認することはできなかった。それはラマンだけではなく、IR を用
いても検出できなかった。ただ、実際には ESR を用いて、微量な O2-・の存在を確認してい
る。O2-・がラマン分光を用いて検出できなかった理由としては、単純に濃度が低かったのだ
ろうと考えられる。Kanezaki らによれば、格子間に存在する O2-・は 600℃でも安定に存在
でき、ペルオキシドと違って黄色を発色しない[25]。また、Klissurski らによると、アナタ




 本研究では PAA-TiO2 NPs の持つ H2O2 吸着・脱着能力、および、H2O2 吸着時の
表面化学状態を、原料である TiO2 NPs と標準試料の Anatase, Rutile と比較しながら解析




唆された。以上から、PAA-TiO2 NPs がより効率的な H2O2のデリバリーを目指すためには、
H2O2 の可逆的吸着サイトをできるだけ覆わないように最低限の PAA を修飾し、できるだ
け高い濃度の H2O2 を長時間処理することが望ましいと結論付けられた。 
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 そのうえで、我々は PAA-TiOx NPs に着目して研究を行ってきた。我々は、放射




















ノ粒子の硝酸酸性溶液分散液（STS-01）をポリアクリル酸 5000(PAA; 和研純薬, 大阪, 日
本)と混合し、水熱処理を行うことで粒子表面に PAA を修飾した。その後、H2O2 水溶液（ナ
カライテスク, 京都, 日本）を加えることで PAA-TiOx NPs を得た。一方、H2O2 を加えず
に同じ精製を行ったものを PAA-TiO2 NPs とした。 
 
DLS（dynamic light scattering）測定 
 合成したナノ粒子は Zetasizer nano ZS (Malvern InstrμMents, Worcestershire, 
UK)を用いてゼータ電位と動的直径を測定した。 
 
TEM (transmission electron microscopy)観察 
 TEM 観察の前処理として、1 mg/ml の PAA-TiOx NPs 分散液をポリスチレン支持
膜を張った Cu グリッドに一滴滴下した。JEM-2100F (JEOL, 東京, 日本)を用い、加速電
圧 200 kV で観察した。 
 
H2O2 放出実験 
 孔径 50Åのセルロース透析チューブ（Viskase Companies, イリノイ州）に 200 μ
M の過酸化水素、または 1mg/ml の PAA-TiOx 分散液を 1ml 入れ、クリップで密閉した。
これを、PBS200ml を入れたバッフル付き 300ml 三角フラスコに投入し、シェーカーで
120rpm, 37℃で回転振盪した。透析液を経時的に 200 µl ずつサンプリングし、Hydrogen 
Peroxide Fluorometric Detection Kit (Enzo Life Sciences, Farmingdale, ニューヨーク州)を
用いて説明書に従い過酸化水素濃度を定量した。蛍光測定には Multi-label plate reader 





 1x104 cells の BxPC-3 を 96 ウェルプレートに播種し、24 時間インキュベートし
た。サンプルを RPMI1640 培地（ナカライテスク）で目的濃度に希釈し、1, 24, 48 時間細
胞に処理した。その後、細胞を二度 PBS で洗い、100 µl の培地と置換した。Cell Counting 
Kit-8 試薬(DOJINDO LABORATORIES, 熊本, 日本)を 3 µl ずつ加え、1 時間 37℃でイン
キュベートした後、Multi-label plate reader で Ex/Em=488 nm/515 nm の蛍光を測定した。 
 
細胞への放射線照射 
 細胞への放射線照射は TR-01（Techno-X, 大阪,日本)を用いた。照射条件は 80 kVp, 






からはく離した。懸濁した細胞をカウントし、コロニーの数が 50 以下となるように 6 ウェ
ルプレートに再播種した。12～14 日後に 20 細胞以上からなるコロニー数をカウントし、
Plating Efficiency (PE), Survival Fraction (SF), Radiosensitizing Efficiency (RE)を計算した。



















簡単に説明すると、SFS,x とは、サンプルと共存した細胞に x Gy の放射線を当てたときに、
どれだけの割合の細胞がコロニーを形成するかを表す。SFC,x とは、サンプルを加えていな
い細胞に x Gy の放射線を当てたときに、どれだけの割合の細胞がコロニーを形成するかを





 蛍光分子修飾した PAA-TiOx NPs (Alexa-PAA-TiOx NPs)を作成するために、Alexa 
Fluor 488 hydrazide, sodiμM solt (Thermo Fischer Scientific, マサチューセッツ州)を用い
た。PAA-TiOx NPs : Alexa = 20 : 1 (weight)となるように混合し、ゆるやかに攪拌しながら
室温で 1 時間静置した。その後、3 L の DW 中で、4℃で一晩透析を行った。 
BxPC3 を 5x10^4cells で 35 mm ガラスベースディッシュに播種し、24 時間、37℃
でインキュベートした。その後、PBS で希釈した Alexa-PAA-TiOx NPs（1mg/ml）の 500 
µl で培地と置換し、所定の時間だけ 37℃でインキュベートした。粒子の処理後は PBS で 2
回洗い、共焦点レーザー蛍光顕微鏡（Carl Zeiss, Oberkochen, ドイツ）で 488/505=Ex/Em
の蛍光を観察した。 
 
細胞内 H2O2 濃度測定 
 BxPC3 を黒色 96 ウェルプレートに 1x10^4 cells 播種した。24 時間後、培地を
1mg/ml の PAA-TiOx NPs, PAA-TiO2 NPs、あるいは 200μM の H2O2 と交換した。所定の
時間のち、PBS で１度洗い、50µl の PBS で満たした。Hydrogen Peroxide Fluorometric 





 PAA-TiOx NPs は市販の TiO2 NPs に PAA と H2O2 を処理することで合成した。
DLS によって動的粒径を測定すると、PAA-TiO2 NPs と PAA-TiOx NPs はそれぞれ、平均
で 120 nm と 140 nm だった(Fig. 3-1A)。ゼータ電位も DLS を用いて測定し、それぞれ-28 
mV と-30 mV であった(Fig. 3-1B)。TEM 観察を行うと、数ナノメートルの一時粒子が凝集




Fig. 3-1.  Characterization of PAA-TiOx NPs and PAA-TiO2 NPs.  
(A) particle size and (B) zeta potential distribution were measured by using dynamic light 
scattering. (C) Their morphology were observed by using transmission electron microscopy. 
 
H2O2 放出実験 
 我々の以前の研究によって PAA-TiOx NPs は粒子に内包する過酸化水素を分散液
相中に継続的に放出することが示唆されている。そこで、PAA-TiOx からの H2O2 放出プロ









Fig. 3-2.   AccμMulative release profiles of H2O2 from PAA-TiOx NPs. PAA-TiOx NPs 
dispersion was dialyzed in PBS and the H2O2 concentration of the dialysate was quantified as 
time passed. Data were normalized by the value at 7 h. Data represent the mean ± STDEV 




in vitro レベルで知る必要がある。そこで、PAA-TiOx NPs の放射線増感効果を調べる前に、
PAA-TiOx NPs 自体の持つ細胞毒性を調べるため、ヒトすい臓がん細胞(BxPC3)に対して
WST-8 アッセイを行った。PAA-TiOx NPs, H2O2, PAA-TiO2 NPs を 24 時間以上処理した
場合、サンプル濃度依存的な毒性が確認された。それぞれを 24 時間処理した場合の半致死




Fig. 3-3.  Cellular toxicity assessments using WST-8 assay for (A) PAA-TiOx NPs dispersion, 
(B) hydrogen peroxide solution and (C) PAA-TiO2 NPs. Cell activities were normalized by a 




 次に、PAA-TiOx NPs を放射線と併用した場合の細胞毒性を in vitro で評価するた
め、コロニーアッセイを行った。これまでに PAA-TiOx NPs の in vitro での放射線増感効果
は確認されていたが、H2O2 と比較しながらより詳細な検討を行った。最初に線量依存性を
調べるため、PAA-TiOx NPs と PAA-TiO2 NPs は 1 mg/ml、H2O2 は 200 μM を BxPC3 に
処理し、直ちに放射線照射を行った。結果として、PAA-TiOx NPs と H2O2 には PBS に対
して優位な放射線増感効果が認められたが、PAA-TiO2 NPs は PBS とほとんど変わらなか
った（Fig. 3-4A)。Fig. 3-4B に、BxPC3 に PAA-TiOx NPs を 1mg/ml 処理して放射線を 5 
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ため、サンプル自身の細胞毒性を排除した係数である Radiosensitizing Efficiency を導入し
た。すなわち、サンプル処理群では、サンプルの毒性ではなく放射線で死んだ細胞が PBS
と比べて何倍多いかを表す。その結果、PAA-TiOx NPs または H2O2 と、5Gy の放射線照射
の併用処理において、それぞれ 1 mg/ml と 200 μM で最も RE が高かった(Fig. 3-5)。ま
た、3 Gy の照射においても同様の傾向が見られた(Fig. 3-S1)。 
 
 
Fig. 3-4.  Radiosensitizing effect of PAA-TiOx NPs. (A) a dose-dependent curve and (B) 
typical example images of clonogenic assay displayed significantly higher combination effects 
of X-ray irradiation with PAA-TiOx NPs or H2O2 contrary to a control group. Data represent 




Fig. 3-5.  Dose response study of PAA-TiOx NPs and H2O2 solution in vitro. 
Radiosensitizing efficiency of (A) PAA-TiOx NPs and (B) H2O2 solution were calculated from 
the result of clonogenic assay in the range of 0.1-5.0 mg/ml and 20-1000 µM, respectively. 




Fig. 3-S1.  Dose response study of PAA-TiOx NPs in vitro. The efficiency of (A) 0.50 mg/ml, 
(B) 0.25 mg/ml and (C) 0.10 mg/ml of PAA-TiOx collaborating with X-ray irradiation were 
assessed by using a clonogenic assay. 
 
細胞内 H2O2 濃度の上昇 
 以上の実験で、PAA-TiOx NPs は H2O2 と同様の放射線増感効果を持つことが示唆
された。しかし、透析を用いた H2O2 放出実験から、PAA-TiOx NPs は過酸化水素水と違っ
て長い時間スパンで過酸化水素を放出し続けることは事実である。そこで、筆者は PAA-
TiOx NPs は細胞に取り込まれると、細胞内で過酸化水素を放出することで細胞内 H2O2 濃
度を上昇させるのではないかと仮説を立てた。 
 まず、PAA-TiOx NPs が細胞内に取り込まれるかを調べた。そのために、PAA-TiOx 
NPs のカルボキシル基に蛍光色素を修飾して Fl-PAA-TiOx NPｓを作製し、蛍光顕微鏡を
用いて細胞内でトラッキングできるようにした。その結果、BxPC3 に Fl-PAA-TiOx NPs を
10 min 以上処理すると細胞内化が見られた（Fig. 3-6)。 
   次に、PAA-TiOx NPs を細胞に処理した際に細胞内の過酸化水
素濃度が上昇しているかを、蛍光ー酵素系を用いて調べた。1 mg/ml の PAA-TiOx NPs を
処理すると細胞内過酸化水素濃度が上昇した。200 μM の過酸化水素はそれよりも少ない





Fig. 3-6.  Cellular internalization of PAA-TiOx NPs. PAA-TiOx NPs were modified with 




Fig. 3-7.  H2O2 concentration in the cells that were treated with PAA-TiOx NPs dispersion. 
A treatment of PAA-TiOx NPs increased intracellular H2O2 concentration more than that of 
H2O2 solution. Data represent the mean ± STDEV derived from three individual experiments. 
 
PAA-TiOx NPs による効果的な放射線増感 
 前章で、PAA-TiOx NPs は細胞内過酸化水素濃度を効果的に上昇することを示し
たが、過酸化水素濃度の上昇が放射線治療効果に与える影響をコロニーアッセイで調べた。
ナノ粒子、または過酸化水素を BxPC3 に 10 分間処理し、その後細胞を洗浄してから放射
線の照射を行った。すなわち、PAA-TiOx NPs を処理した細胞は細胞内過酸化水素濃度が高
い状態で、一方、過酸化水素を処理した細胞は細胞内過酸化水素が周囲に拡散してしまった
状態で放射線の照射を行った。結果として、PAA-TiOx NPs は細胞を洗浄しても平均で 15
と高い RE を保っていたが、H2O2 は約 4 と低い値になった。サンプル処理の後そのまま放




Fig. 3-8.  An advanced radiosensitizing effect of PAA-TiOx NPs with a retention of increased 
intracellular H2O2 concentration. Even after cells washed, the PAA-TiOx NPs treated group 









 DLS での測定によって、PAA-TiOx NPs は表面に修飾されたポリアクリル酸の負
電荷により、塩を含む溶液中でも良く分散していることが確認された(Fig. 3-1B)。とはいえ、
動的直径に関してブロードなピークが得られることから、単分散はしていないと考えられ
た（Fig. 3-1A)。実際に TEM によって観察を行うといくつかの 50 nm 程度の二次粒子が凝
集している様子が見られ、100nm 程度の三次粒子として振る舞っていることが確認できた。













PAA-TiOx NPs の保有する過酸化水素と同程度の濃度の過酸化水素水と比較すると、24 時
間以上処理すると PAA-TiOx NPs のほうが若干細胞毒性が高かった(Fig. 3-3)。これは PAA-
TiOx NPs の持つ過酸化水素の毒性にナノ粒子由来の毒性が加わるためと考えられる。実際、
PAA-TiO2 NPs も弱くはあるが細胞毒性を有している(Fig. 3-3C)。一方で、サンプルを 1 時
間処理すると、H2O2 を処理した群では濃度が高まるにつれて若干の毒性が見られているの
に対し、PAA-TiOx NPs では見られない。これは、1h では PAA-TiOx NPs からはまだ過酸
化水素が放出しきっておらず、過酸化水素由来の細胞毒性があまり与えられないためと考
えられる。PAA-TiOx NPs のデータで誤差が大きくなるのは、短時間での劇的な H2O2 の放
出により、小さな処理時間の誤差でもアーティファクトが大きくなってしまうためだろう。 
 以前より、ヒトすい臓がん細胞である MIAPaCa-2 を用いた PAA-TiOx NPs の in 
vitro での放射線増感効果は報告されていた。今回は異なったすい臓がん細胞である BxPC3







と H2O2 だけが放射線増感効果を有していたことから、PAA-TiOx NPs の放射線増感効果は
PAA-TiOx NPs に含まれる H2O2 に大部分が由来すると考えられる（Fig. 3-4）。また、濃度
依存的な実験では PAA-TiOx NPs は 1 mg/ml、H2O2 は 200 μM で RE が極大となった
（Fig. 3-5)。この事実は、H2O2 や PAA-TiOx NPs を生体内に導入する際の用量を決定する
目安となる。 
 今回の調査で最も重要なのは、PAA-TiOx NPs は細胞に取り込まれ、細胞内過酸化
水素濃度を上昇したことである（Figs. 6, 7)。一方で、H2O2 は処理した瞬間は細胞内過酸化
水素濃度を上昇するが、拡散性が高いため、細胞を洗浄すると細胞外に拡散してしまい、細
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に Y. Ogawa らは放射線照射に過酸化水素の塗布を併用することで皮膚がんや乳がんの治
療に成功している[9,32,34]。本研究では、PAA-TiOx NPs、もしくは過酸化水素水を BxPC3
に処理して取り込ませ充分に洗浄した後では、PAA-TiOx NPs のほうが明らかに細胞内過
酸化水素濃度が高かった(Fig. 3-7)。その後に放射線照射を行うと PAA-TiOx NPs を処理し






 PAA-TiOx NPs をアナターゼ TiOx NPs とポリアクリル酸、過酸化水素処理によっ
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一方で我々は、放射線増感剤として PAA-TiOx NPs を開発してきた。PAA-TiOx は
アナターゼ TiO2 NPs の表面を PAA で修飾した PAA-TiO2 NPs の分散液に H2O2 を加えて
合成した。我々は以前に、PAA-TiOx NPs は放射線治療と併用すると顕著な併用治療効果を
示すことを、ヒト膵臓がんを担がんしたゼノグラフトマウスを用いた in vivo 実験で示した
[14]。Ti は軽金属元素であることから、前述したような制動放射による二次放射線の発生
















PAA-TiOx NPs の合成と性質 
アナターゼ型二酸化チタンナノ粒子 (TiO2 NPs; STS-01) を石原産業 (大阪, 日
本) から購入した。PAA-TiOx NPs の詳細な合成法は以前の報告を参照されたい[14]。ここ
では簡潔な記述に留めることにする。まず、TiO2 NPs をポリアクリル酸 5000 (PAA; 和研
純薬, 大阪, 日本)と耐熱容器内で混合し水熱処理を行うことで PAA-TiO2 NPs を合成した。
これを過酸化水素 (H2O2)(ナカライテスク, 京都, 日本) に浸漬し、余剰の過酸化水素を限
外ろ過によって除き精製することで PAA-TiOx NPs を得た。 




健常マウスモデルとして 4 週齢の Balb/cAJcl を、ヒト膵臓がんゼノグラフトマウ
スモデル作出のため Balb/cAJcl-nu/nu を日本クレア(東京, 日本)から購入した。動物は IVC
システムケージ(2GM140; TECNIPLAST S.P.A., BUGUGGIATE (VA), イタリア)で飼育
した。飼育環境は湿度と温度を 55±10% および 23±2℃、換気速度 5-6 cycle/h 、そして
明暗周期は 12 : 12 時間に管理した。食餌は日本クレアの標準飼料を用い、飲料水と共に供
した。この動物実験は動物実験承認委員会の承認を得た上（承認番号: 25-22-01）、神戸大学
の動物実験規則に従って行われた。 
ヒト膵臓がん細胞は MIAPaCa-2 を American Type Culture Collection (Rockville, メ
リーランド州)から購入したものを医学部から譲り受けた。培養条件として、CO2: 0.5%, 
37℃、培地は RPMI1640 (ナカライテスク)に 10% FBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
マサチューセッツ州), 100 U/ml ストレプトマイシン, 100 µg/ml ペニシリン, 0.25 µg/ml 
アムホテリシン B の三種混合抗生物質(ナカライテスク)を加えた。 
 
ヒト膵臓がん(MIAPaCa-2)ゼノグラフトマウスの作出 






PAA-TiOx NP は、ICP-AES の検出感度と以前の実験で放射線治療との併用効果を
得られた濃度を鑑みて[14]、5 mg/ml（PBS）の粒子分散液を 25 mg/kg (mouse) で尾静脈
注射した（n=7）。ゼノグラフトマウスでの実験では腫瘍への局所注射も同様に行った。コ
ントロールとして PAA-TiO2 NPs, PBS を選択し、上記と同様に投与した (それぞれ n=7,5)。 
 
ICP-AES を用いた臓器中のナノ粒子重量解析 
サンプル投与処理したマウスから１時間後、1 日後、または 1 週間後に、血液、心
臓、肺、肝臓、脾臓、膵臓、腎臓、腫瘍を摘出した。血液は麻酔後頸椎脱臼による安楽死後
直ちに心臓採血を行った。摘出した臓器は解析まで 10％ ホルマリン液 (ナカライテスク) 
中で保存した。臓器、血液はるつぼ内で細かく刻んだあと、マッフル炉  (300-Plus; 
DENKEN-HIGHDENTAL, 京都, 日本) で 1000℃、1 時間燃焼し、有機成分を完全に分解
した。残渣は濃硝酸：濃硫酸＝１：１を加え 230 度で 2 時間加熱することで溶解し、最終
的にチタニウムイオンを 0.5M 塩酸 10mL に取り出した。その後、ICP-AES (SPS-3100; 
Hitachi High-Tech Science, 東京, 日本)を用いて、得られた塩酸溶液中の Ti イオンの定量
を行った。条件を以下に記す。校正：外部標準、ネブライザ：Conical U-Series 2 mL/min 
(Glass Expansion, Melbourne, オーストラリア)、測定波長: Ti 337.800 nm。臓器内から得




PAA-TiOx NPs, PAA-TiO2 NPs, H2O2, PBS を尾静脈注射した健常マウスから一日後と一週
間後に採血した血液を遠心して血清を採取し、生化学マーカー検査をオリエンタル酵母(東
京, 日本)に委託した(n=3)。検査項目を以下に記す。総ビリルビン (TBIL), アラニンアミ
ノトランスフェラーゼ (ALT)、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ (AST) 、総蛋
白 (TP) 、アルブミン (ALB), 尿酸値 (BUN) 、クレアチニン (CRE) 、ナトリウム (Na) 、
カリウム (K) 、塩化物イオン (Cl) 、リン (IP) 、乳酸脱水素酵素 (LDH) 、アミラーゼ 
(AMY) 、総コレステロール (T-CHO) 、トリグリセリド (TG) 、高比重脂質タンパクコ
レステロール (HDL-C) 、及び、グルコース (GLU)。 
 
薬剤送達効率(DE)の算出 
定量的解析のため、ナノ粒子の DE を以下の式(a)-(c)に従って算出した。 
Trapezoidal⁡area⁡(𝑇𝑖) = 0.5(𝐶𝑖 + 𝐶𝑖−1)(𝑡𝑖 − 𝑡𝑖−1)   (a) 
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AUCTumor = ∑ 𝑇𝑖
𝑛




⁡(𝑚Tumor)    (c) 
Area-under-the-curve (AUC) は 投 与 後 の 時 間  [h] に 対 す る 腫 瘍 内 ナ ノ 粒 子 濃 度 
[%ID/g(tissue)]のグラフにおいて、隣り合う２つの測定点と X 軸で囲まれる台形の面積を
積 分 し た 値 で あ る 。 ま ず 、 腫 瘍 内 の ナ ノ 粒 子 濃 度 を 投 与 量 (ID) で 規 格 化 し て Ci 
[%ID/g(tissue)]とする。次に、t=i-1 と t=i の間の台形面積(Ti)を計算する(式(a))。Ti を i=1
から i=n まで足し上げ、AUCTumor とする(式(b))。そして、DE は AUCTumor を実験のエンド
ポイント時間(tend)で割り、腫瘍の平均重量(mTumor)を掛けることで求められる(式(c))。視覚
的な理解のため Fig. 4-S1 を参照されたい。 
 
Fig. 4-S1.  An image to help understanding the definition of DE. Area-under-the-curve 
(AUC) in the plot of NPs concentration in the tumor versus passed time could be 
approximated by the non-compartmentalized linear trapezoidal analysis model. First, NPs 
concentration in the tumor was standardized by injected doze (ID) of NPs as Ci [%ID/g 
tissue] and a trapezoid area (Ti) between t=i-1 and t=i was calculated (Eq. (a)). The Ti was 
summed from i=1 to i=n to calculate AUCTumor (Eq. (b)). At last, DE was derived by dividing 
AUCTumor by the time of the end-point of the study (tend) and multiplying by the average tumor 




照射条件は、管電圧 150 kV、管電流 5 mA、Al 1mm フィルターを用いて 0.5 Gy/min であ
った。照射の際はソムノペンチルを 0.1 mg/g(body weight)で腹腔内投与して不動化し、鉛
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スカートを用いて患部以外に放射線が照射されないようにした。 
 腫瘍体積は楕円球に近似して計算した。すなわち、腫瘍の長軸を L [mm]、短軸を
W [mm]とすると、L x W2/2 [mm2]で求められた。 
4-3. 結果 
ナノ粒子の合成 
 まず、合成した PAA-TiOx, PAA-TiO2 NPs の物性評価を行った。PAA-TiOx NPs
は TiO2 NPs の表面に水熱処理を用いて PAA を修飾して得られた PAA-TiO2 NPs を、過
酸化水素に浸漬することで機能化して得られた。PAA-TiOx NPs の動的粒径とゼータ電位
は DLS を用いて測定した。PAA-TiO2 NPs と PAA-TiOx NPs の動的直径はそれぞれ、平
均で 109 nm と 101 nm であった(Fig. 4-1B)。粒子は表面に修飾された PAA のカルボキシ
ル基によって負の電荷を帯び、ゼータ電位はそれぞれ、－48.1±14.2 と－44.0±10.6 であ
った(Fig. 4-1B)。ナノ粒子の医療応用において血中安定性の担保は不可欠である。PAA-
TiO2 NPs と PAA-TiOx NPs は大きな負電荷によって高濃度の塩やタンパクを含む溶液中
での高い分散性を確保している。各粒子の pH はどちらも 6.4 であった。また、２つの粒
子は SEM を用いての観察も行った。得られた顕微鏡像を Figs. 1C, 1D に示す。 
Fig. 4-1.  Characterization of PAA-TiOx NPs and PAA-TiO2 NPs. (A) Particle size and (B) 
zeta potential distribution were measured by DLS. SEM images of (C) PAA-TiOx NPs and 
(D) PAA-TiO2 NPs. 
 
ヒト膵臓がんゼノグラフトマウスモデルを用いた in vivo での放射線照射と PAA-
TiOx NPs 局所注射の併用治療において、PAA-TiOx NPs は有意な放射線増感効果を示した。
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今後、これを放射線増感剤として実用化するために、健常マウスと担がんマウスに対して
PAA-TiOx NPs の体内動態解析を行った。 
 
健常マウスの体内動態 
 健常マウスに対して PAA-TiOx NPｓ or PAA-TiO2 NPs を 25mg/kg(mouse)で尾








Fig. 4-2.  Weight of PAA-TiOx NPs or PAA-TiO2 NPs accumulated in major organs 1 hour, 
1 day, and 1 week after intravenous injection in (A) male healthy mice or (B) healthy female 
mice. Data represent the mean ± STDEV (n=7) after subtraction of control group (n=5) 
values. 
ナノ粒子の毒性検査 
 体内動態だけでなく、PAA-TiOx NPs が生体に与える毒性を調査するため、PAA-
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TiOx NPs, PAA-TiO2 NPs, H2O2 を尾静脈投与した健常マウスから血液採取を行い、総合的
な疾病検査に使われる血液マーカーの検査を行った。我々の以前の報告で PAA-TiOx NPs
が継続的に H2O2 を放出していることが示唆されたので、コントロールとして PAA-TiO2 
NPs だけでなく H2O2 も選択した。サンプルが生体に与える影響について幅広くスクリーニ
ングを行うための血液マーカーを 17 項目選択した。全ての検査数値は Tables S1, S2 に表
した。結果として、投与から 1 日後に AST と ALT, LDH,T-BIL の値がコントロール群と
比べて若干上昇したが、有意な差ではなかった。(Table 1)。これらはいずれも肝臓の機能障
害に関するマーカーである。AST と LDH はナノ粒子が投与されたときに上昇し、一方で
T-BIL は過酸化水素を含むサンプルが投与されると比較的大きく上昇した。これらの血液











担がんマウスに腫瘍内局所投与した際の PAA-TiOx NPs の体内動態 
 PAA-TiOx NPs は担がんしたヌードマウスの腫瘍内に局所注射を行った後放射線
照射を行うと、放射線の治療効果を増幅することが知られている。そこで、ナノ粒子を体内
に導入した際に腫瘍に蓄積する粒子の定量を行うため、ヒト膵臓がんゼノグラフトマウス




肝臓には蓄積量が増加した（<5%から 40%）(Fig. 4-3A)。注射から 1 時間後には腫瘍に残
留している PAA-TiOx NPs は導入量の 40%まで減少した(Fig. 4-3A)。腫瘍内の NPs 蓄積量
はさらに経時的に減少し、1 week 後には導入量の 10%まで減少した。一方、経時的に最も
粒子の蓄積量が上昇したのは肝臓で、粒子導入から 1 時間以内では蓄積量は導入量の 5%未
満だったものが、1 week 後には約 40%まで上昇した。その他の臓器に関しては、健常マウ
スに対する尾静脈注射の結果と同様にほとんど有意な蓄積は見られなかった。 
 各臓器内に蓄積した粒子濃度も算出した。その際、全血液のデータも付け加えた
（Fig. 4-3B）。腫瘍内の粒子濃度は投与から 1 日後までは肝臓の濃度よりも高かった。腫瘍
への局所投与なので、ごく自然な結果と言える。1 週間後まで高い腫瘍内濃度を保っている
PAA-TiOx NPs は PAA-TiO2 NPs よりも腫瘍組織に対して強い親和力があるのかもしれな
い。血液内の粒子は投与から 1 日後でしか検出されなかった。 
 
Fig. 4-3.  (A) Whole weight of PAA-TiOx NPs or PAA-TiO2 NPs accumulated in major 
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organs and (B) weight of NPs per unit organ weight 1 hour, 1 day, and 1 week after local 
injection to a human pancreatic cancer tumor in a xenograft mouse. Data represent the mean 
± STDEV (n=7) after subtraction of control group (n=5) values. 
 
担がんマウスに尾静脈投与した際の PAA-TiOx NPs の体内動態 




見られた。粒子の投与から 1 時間では投与量の 10%が蓄積しており、肝臓以外の他臓器と
比べると桁違いに多かった。ただし、腫瘍内に蓄積した粒子量は経時的に減少し、1 週間後
には 3%以下にまで流出した。DE を計算すると、PAA-TiOx NPs は 5.8%、PAA-TiO2 NPs
は 2.4%であった。 
 臓器内粒子濃度に関していうと、粒子の投与後 1 時間において肝臓よりも腫瘍に
優先的に堆積していた。ただし、腫瘍への蓄積は一時的であり、その後は 1 日から 1 週間
かけて血液に流れ出し、肝臓への再蓄積が見られた。血液内の粒子濃度のデータを見ると、
一度臓器に分配された粒子がもう一度血液中に流れ出す様子が示唆されている。主要臓器
への粒子の分布は 1 週間で完了している。しかし、尾静脈投与した粒子濃度（5000 µg/ml）





Fig. 4-4. (A) Weight of PAA-TiOx NPs or PAA-TiO2 NPs accumulated in major organs and 
(B) weight of NPs per unit organ weight 1 hour, 1 day, and 1 week after intravenous injection 
into human pancreatic cancer xenograft mice. Data represent the mean ± STDEV (n=7) 








はサンプルの尾静脈投与から 1 h 後に 5 Gy の線量で行い、照射日を 0 day として経時的に
腫瘍体積の測定を行った。その結果、PAA-TiOx NPs の導入濃度が 25 mg/kg(mouse)以上
では放射線照射単体処置より有意に腫瘍体積の増大を抑制した（Fig. 4-5A）。しかし、25 
mg/kg よりも濃度を上げても平均値で見る限りは腫瘍の縮小は見られなかった。また、各
処理群での放射線照射時の、腫瘍内 PAA-TiOx NPs 濃度は粒子の導入量によく相関してい





Fig. 4-5  (A) Enhancement of therapeutic effect of radiotherapy and (B) the concentration 
of PAA-TiOx NPs in the tumor after an interventional injection in various concentrations. 
 
4-4. 考察 
我々は PAA-TiOx NPs を放射線増感剤として実用化するため、体内動態と毒性の




















きことである（Fig. 4-4A）。PAA-TiOx NPs は無機ナノ粒子と高分子のみで構成された、ド
ラッグデリバリーの観点から見るといわゆる”passive”な粒子である。ゆえに、PAA-TiOx 
NPs は EPR (enhanced permeability and retention)効果でのみ腫瘍に蓄積したと考えられ
る。一般的に 200 nm 以下のナノ粒子は EPR 効果によって固形腫瘍に蓄積しやすいことが
知られているので、動的直径が 100nm である PAA-TiOx NPs もこれによって腫瘍に蓄積し
たと考えるのが自然である。我々が知る限りチタン原料のナノ粒子による EPR 効果を確認
したのはこれが初めてである。この結果は PAA-TiOx NPs の静脈注射での導入による放射
線増感治療を目指すうえで非常に有利と言える。 
Wilhelm らはナノ粒子の固形腫瘍へのデリバリーに関する論文を過去 10 年に及び
117 編参照し、薬物動態分野で頻繁に使用される DE という指標を用いて比較を行った[27]。
彼らよると、無機ナノ粒子を用いた報告についての DE のメジアンは 0.8%ID であり、
passive なナノ粒子を用いた場合は 0.6%ID と算出された。それに対し、我々の報告した
PAA-TiOx NPs は 5.8%ID と非常に高い数値であった。グラフを一見するとあまり腫瘍へ
の蓄積が見られないように見える PAA-TiO2 NPs ですら 2.4%ID と算出された。すなわち、
PAA-TiOx NPs は腫瘍組織へ大きな親和性を持ち、EPR 効果の恩恵を非常に受けやすい粒
子と言える。さらなる可能性として、PAA-TiOx NPs 表面の PAA が体内の生化学物質のう
ち腫瘍を認識できるような化合物と結合することで腫瘍へのデリバリーを実現しているの
かもしれない。実際、Khoury らによると、金ナノ粒子の表面に PAA を修飾することで正電
荷を帯びた低分子量たんぱくを表面に収集できることを示唆している[28]。いずれにせよ、
PAA-TiOx NPs がなぜ腫瘍特異的に蓄積するのかはこれから調べる必要がある。 
血液検査によって PAA-TiOx NPs の毒性も評価した。静脈注射から 1 日後には肝
臓の機能障害の可能性を示すマーカーに変化が見られた(Fig. 4-2)。体内に蓄積された粒子
のほとんどが肝臓に蓄積していたことを考えると納得できる。しかし、いずれの数値もコン
トロールと 2 倍も変わらず、1 週間後には同様の傾向が見られない(Table 1)ことから、い
ずれの検査項目も肝機能に異常があると判断できるレベルではなかった。実際、Jiaying Xu




































いた。また、PAA-TiOx NPs は腫瘍に対して局注だけでなく静注した場合でも EPR 効果に
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 本研究では、PAA-TiOx NPs を放射線増感剤として実用化するうえで解明しなけ
ればならない要素について、いくつか検証を行った。第一章では、PAA-TiOx NPs の持つ化
学的物性評価を通して放射線増感作用機序の解明を試みた。第二章では、PAA-TiOx NPs が
in vivo, in vitro において生体に与える毒性評価、体内動態評価を行った。第三章では、過酸
化水素水を対照とすることで PAA-TiOx NPs が in vitro において細胞に与える影響を解明









からも H2O2 を放出することで細胞内の H2O2 濃度を直接上昇することができ、それは細胞
内外の分子拡散が非常に動的な環境であっても保たれるので過酸化水素水よりも効果的な







(3)任意のタイミングでの H2O2 放出 
(4)充分な放射線増感効果の保証 
 









チタンのナノ粒子に PAA ではなく PEG を修飾してステルス性を向上することを検討して
いる。緒言の第４項でも述べたが、PEG を修飾されたナノ粒子は肝臓や脾臓といった貪食
細胞が豊富な網内系で捕らわれることなく血中に滞留することが可能となる。また、他の検
討として、PAA-TiOx NPs の粒径を小さくすることも試みている。現在の原料である TiO2 
NPs は一次粒子が 10nm>で二次凝集体が平均 50nm のものを用いている。ナノ粒子は
10nm>であれば腎臓から尿に排泄することが可能となるため、非常に微細なアナターゼ








ように、我々はいくつかの腫瘍を標的として DDS を有している。もっとも単純には PAA-








 (3)は、PAA-TiOx NPs をより優れた DDS キャリアに改善する必要があるという







と考えられる。発想としては、脂質のような膜で完全に PAA-TiOx NPs を密封してしまう
か、ナノ粒子表面の改質、メソポーラス構造の変化、あるいは表面積の変化によって PAA-
TiO2 NPs の H2O2 担持力を改善するかが考えられる。 








 さて、以上は、PAA-TiOx NPs を放射線増感剤として実用化することを前提とし
た議論である。しかし、我々は「H2O2 を腫瘍に送達する DDS」としての放射線増感剤開
発を始めたばかりである。つまり、この治療スキームを実現する上で PAA-TiOx NPs が最
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